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平成10年度 共同利用研究報告
海洋 生物 由来 の 抗真菌物質 の 探索
研究殊鹿
'
g8 - 01
小 林 淳 一
三 上 嚢
(北海道大学大学院薬学研究科)
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
研究成果
沖縄産海綿Am phim edon 8p. より単離した新競ア ル
カ ロ イ ド M ae由nedin A にSaT･ 血 a lute a･(M IC, 2.8
FL富/ ml), Bacillu s subtilis (MIC,'2.8FL富/ml),
CoTyT WbacteTlium xerosis(MIC, 5. 7LLg/ ml) に対 し
て抗菌活性が, 別種の海綿 A''IPhiTn edo' ” p. よ り単離
した新規 β - カ ル ポ ]) ン ア ル カ ロ イ ド M a nzamin e M
に Sarcina lzLtea (M IG 2.3LLg/皿l), CoTyn eba c舌eriu m
x e ro sis (M IC, 5.7FLg/ ml) に 対して 抗菌帝位が, 秤
縄産ホ ヤ R hopalae a 8P. より畢離した新規イ ン ド - ル
ア ル カ ロ イ ド R hopala.din C に Sa rcあa hLtea お よ ぴ
Co ryn eba cterlu m x ero sis (M IC, 16〟g/I)I に対し
て抗菌活性が, 放線菌Noc ardia brasllien sis
■PIF M 0406
より単離した Br aBilic ardin A に Pa占cllo'nycps u a riotti
(M IC, 25fLg/ nl) に対して抗真菌活性が 認め られた
.
研究発表
1) Sato H, TBuda M , W atan abe a, Kobaya8hi J:
Rhopah din8 A - D, n ew indole alkaloid8 frozn
rn arin etunic ate R hopalae asp . Tetr ahedro n54:
8687-8690, 1998.
2〕 Shige m ori H, Eom aki 冗, Yazaw 8 K, M ika mi
Y
, Ne moto A, Ta n aka Y, SasakiT, In Y,I8hida
T, Kobaya Bhi I: Br asilicardin A, a n o v eltricyclic
m etabolite with potentim mu n o s up pre s sive a cti-
vity fr om a ctin o mycete No ca rdia bT
･
a Silie nsis . a
Org Che m 63:6900-6904, 1998.
3)Tsuda M , W ata nabe D, KobayaBhi ∫: M aega nedin
A
･ a n ew ma n z aminealkaloid fr o mA mph 如edo n
spo nge･ Tetrahedr o n Lett39:1207-1210. 1998.
4) Watan abe D, Ts uda ”, Kobayashi a:T hree ne w
m anz amin e co nge n erBfro m ATnPhiTn edon spo nge.
J Nat Prod 61:689-692, 1998.
5) 津田正史 , 渡辺大介, 小林淳 一 : AlnPhiTn edo n属
海綿より単 離した マ ン ザ ミ ン 関連ア ル カ ロ イ ド
Nakado m a rin A およ ぴM aega n edin A の 構乱
舞40回天然有機化合物討論会, 1998年10月7 日.
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研究裸題
′
98- 02
ア フ ラ トキ シ ン誘発肝癌細胞 の癌化過程 におけ魔
境 マ ー カ ー の 生化学的および免疫組織化学的研究
梓 川 正 剛
赤 尾 三太郎
(僻布大学輝墳保健学郎)
(千静大学鬼菌セ ン タ ー )
研究成果
我々 は. これまで に , ア フ ラ ト キ シ ン Bl に より萌発
した ラ ッ ト 肝癌組 織よ り柾移性を示 す肝痛細胞株
(A F B･1) を樹立し, 細胞骨格成分などの 細胞生物学的
性質を検索してきた. また. 癌細胞の 発育態度や宿主側
へ の 影堺を湘 ペ るため, 芳 一 ドマ ウ ス に皮下移植した肝
の 虫歯率, 同系 フ ィ ッ シ ャ ー ラ ッ ト の施静脈及び門脈か
ら接模した際 の挺移鼎形成率を検附した結果, A FB･1
は他の細胞株 (JB l, B L 9) と比瞭して 掛 一生瀞率を
示すこと. 雌ラ ッ ト へ の 生沓率は雄 ラ ッ トと比較して低
い こと等を明らか に した. 今回は. A F B･ 1細胞の 増殖
に 及ぼす性ホ ル モ ン の影轡を検射するため, 無処置ラ Iy
ト及び去勢ラ ッ ト尾静脈を介して同郷胸を移植し. 60日
間観察後剖検を行い, 病 槻 木を作製して検索を行っ
た. そ の結果, A F B- 1細胞の 定替率は, 無処置雄80%,
無処置雌30%, 精巣摘出堆10 %, 卵巣摘出雌81.8%で
あ っ た. A F B- 1細胞の定着部位は全て 肺で 認め られ
肺葉全体に大小の粟粒状およぴ結節状の ぴ慢性腰痛を形
成 した. 病理組織所見では, 無処置及び去勢ラ Ly ト の い
ずれも腰痛組織の中心部は高度な壊死を生じ, 正常組織
との 境界に活発な癌細胞の 腺管状充実性増殖が認められ
た. A F B- 1細胞の 定着率は煉処置雄ラ ッ トで高く雌ラ ッ
トで低 い こと, また, 雌 ラ ･ソ ト で は去勢に より定着率が
著しく高ま っ た ことか ら, 卵巣から分泌される性ホ ル モ
ン が A F B- 1細胞の増殖に抑制的に作用 して い る可能性
が示された,
研究発表
1) Ki8hika w aS, Aka o M, Ogillara I(, Niizu m8 i,
T&ketoshi aa nd W8.ta n abe E ･.1m m un ohi8tO Chか
mic alchar acteriz ation of B L 9c811s, hep&tic eel
l 白tr ain 餌t且blished fr o m 】10 rm al liv er . T he 5
thJoirlt Meeting Japa nSocietyforⅠiisto chemi-
stry and Cytochemistry a nd the Histo chemic al
So ciety of U S A. July28･26, Ba nDie酢〕, 1998･
2) 岸川正剛, 荻原幸久見 赤尾三太郎 : ア フ ラ ト キ シ
ン Bl誘発ラ
切除の効果.
3) Kishikaw a
W ata n abe
ッ ト肝構細胞の 師範移に 及ぼす生殖腺
第58回目本癖学会総会発表予定.
ら, A kELO M , Ogiha r aa, Ftlkt10h H,
冗 a nd Eur oda Y: RedllCtion of
1ipoper o xide sc avenger en zym es a nd am plification
of chro m o 畠Om eS in Aflatoxin Bl indllCed r at.
hepatocelltla r c a r cino n a cell lirle･ Ti告s Ctl t
Re s Co m ml 皿 1999, Submitted.
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臨床材料より分離され た Actin o m adu r a属放線菌の 分類
とそ の 代謝産物に関す る研究
原 田
三 上
赤 尾
矢 沢
健 一 ( 名城大学薬学部)
襲 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
三太郎 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
勝 清 (千葉大学其菌セ ン タ ー)
研究成果
患者の噂疾か ら単離した放線菌Actin o m a血 T･a SP .
IFM O745株の 培養液 より, M icT･O CO C Cu 8 lute u 8に対す
る活性を指標 に分離を行な い, 新規 ペ プ チ ド化合物 (T
” -Al, Fig. 1(a))の 単軌 こ成功した. 本化合物の構造
は各種二次元 NM Rおよび MS/M Sス ペ ク ト ル解析 に
より, N末端が サ l) チ ル殻 に よ っ て ア シ ル 化された ペ ン
(a)
dHNJIHigH¶冨㌦i- ≠山 〈 七”T^uN- O HO
Fig. 1 白tructure of TM - A l(a), T M-Bl(b)
さらに, 同培養液の疎水性の低い画分か ら活性化金物
(T MIBl, Fig. 1rb) の単離を行な い , 二 次元 N M R法
に よる構造解析考試み た. そ の結果, T M- Alと同様,
ア ミ ノ酸 の Ser が脱水して ア チ [) ジ ン環を形成し, サ ])
テ ル常によ っ て ア シ ル化さ れたイヒ金物で あるこ とが明ら
かとTj:り, T M-Al の生合頃中間体と考え られた. こ の
こ とか ら, ア チ リジ ン環は重要な部分構造 であり, 活性
発現に必要 な構造であると考えられた .
夕 べ プ チ ドで ある こ とが明らかとな っ た. 構成ア ミ ノ酸
の絶対配置は酸加水分解後, 改良M arfey法を用い, 6-
N-hydroxy- a - N- m ethyl- Or n を除く絶対配置を決定 し
た.
本化合物は構造中に ヒ ド ロ キ サ ム 酸を有することから,
微生物が細胞内に Fe3' を取り込むため に産生する シ ア
ロ フ ォ ア で あり, 重要な代謝産物であ ると考えられた.
㌔H75･
'b'
dHN,&oH
研究発表
原著論文
1) Ha r&da I(-Ⅰ, Tomita lく, Fu)
'
ii A
,
Sato N, Uchi-
da H
,
Y a z aw a K, M ika mi Y;In activ ation of
f11 Sidic acid by pathoge nic No ca T
･dLa . J Antibiot
52: 335-339
,
1999.
2) 日本薬学会第120年会に おい て発表予定
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′
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担子菌二核菌糸に由来する - 核性無性胞子形成の仕組み
北 本 盤
森 信 寛
竹 尾 壌 治
(鳥取大学農学部)
(属取大学農学部)
(千乗大学真菌セ ン タ ー )
研究成果
4極性担子歯エ ノ キタ ケ二楼蘭糸体からの - 横位オイ
デ ィ ア形成に介在する核の選択の比較優位性の効果を調
べ た. -- 楼蘭糸体46株から194株の二 核交雑株を作出し
た, 二核菌糸体から分離したオイ デ ィ ア由来株の95% 以
上はホ モカ リオ ン であ っ た. 蛍光染料核鞄色により90%
以上の オイ チ イ ア が単核であり, また これらはG l期の
半数体であると推執した. ニ核菌菌糸体から分離した -
核性 オイ デ ィ ア由来株を統 一 核株と戻し交配した. オイ
デ ィ ア由来株の大部分(194株の 二核交雑株から作出さ
れた17株の交雑株由来の もの を除く) から二核菌糸体の
2核のうちの - 核が見い出されたが, 他方の核を保有す
る ものも存在する こと , 二核菌糸体から - 核性オイ デ ィ
ア の形成プ ロ セ ス に核の 選別が介在することが示された
4極性の相補的な べ 7 における核の選択の 比較優位性か
ら不和合性因子の組み合わせに 基づく2 つ の 序列の結果
を提示した.
研究発表
1) Kita m oto Y, ShiBhida M, Y8 m aT nOtO H, Takeo
K, M a8uda P: NtlCle Ar S electio nin oidillm for-
m atio nfrom dikaryotic myc elia of F laTn mZLZin a
uelutlpes. Myc o 日Ci8n C e( 投稿中).
研究棟席
′
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イ ンゲ ン根腐病菌における形態分化機構 の解析
百 町 満 朗
竹 尾 湊 治
(岐阜大学農学部)
(千葉大学真蘭セ ン タ ー )
研究成果
イ ンゲ ン根腐病菌 (FusaT.izL m S OlaTLi f. sp , phase oIL)
の大型株 と小型株の遭伝子構造の比較を行 っ た. 18S-
rD N Aは本来, 保存性が高 いとされ て い る に もかかわら
ず, phas eoliの大乱 小型間 ･ 内 に お い て3
' 末端付近
に サ イ ズの多型が見られた. 本研究で は, 多型が見られ
た こ の領域の 一 次構造解析を試みた. そ の結果, こ の領
域に はSa c cha r omyce s ceT･eUisiaeの18S - rD N A と全く
ホ モ ロ ジ ー が な い イ ン ト ロ ン様配列が大型株T-1に ほ2
つ (以下Ⅰ-1, Ⅰ-2). また, 大型株S-3, S-3C C およ ぴ
A T CC 38466 には, それぞれト1 とⅠ-2 の片方の みが存在
して い た. 小型株S-63とS-3Cに イ ン ト ロ ン様配列は存
在しなか っ た. 大型株S-3とS-3C C, 小型抹S-63 とS-3
C の 配列 はそれぞれ全く同じだ っ た. ト1 とⅠ-2 は, 構造
の 類似性から, 近年見いだされたリ ボザイ ム の 一 種 であ
る gro up I intr o n(以下gli) である ことが示唆された.
従 っ て , 木蘭の18S- rD NA の3' 末端付近に サイ ズ の多型
は gli様配列 の挿入の 有鰍 こよる こ とが明らかとな っ た.
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･病原真菌 の 産生す る 二 次代謝産物 の 研究
河 合 賢 一
細 江 智 夫
福 島 和 貴
官 治 誠
(星薬科大学)
(星薬科大学)
(千葉大学真菌 セ ン タ ー)
(千葉大学其菌セ ン タ ー )
研究成果 .
Ony genale8蘭群約100種の菌株に つ い て , CbTZdida
albic a ns, CTつploc oc c u 8 Tle OfoT
･
m a n S, AspeT
･
gilus
fu m由･atu sお よぴA. 乃由eT･ に対する抗真菌試験を行 い,
強 い抗 Ca ndida 作用を示した Oidiodendro n 8P . T L 8に
つ い て 活性成分の単離 ･ 構造決定を試みた . そ の 結果,
新規tetr a norditerpen oid化合物4種を含む10種の化合
物を分離した . 新規化合物に つ い て は, 立体化学も含め
て 構造決定を行 っ た. ま た, 今回得られ た tetr a T1 0 rdi-
terpenoid関連化合物に つ い て , M ICを洲定したと ころ,
研究課克
′
98- 07
a. albica nsを含む CaTldtda属や酵母型 を有する薗に対
して は抗菌性が緩められたが, A8Pel･gulus属等の 糸状
菌に は抗菌性は観 められ な いと いう結果が得られた.
研究成果
1) 藤岡 嵐 細江智夫, 河合賢 一 , 神島和食, 宮治
誠, Trevor LtLm ely : OidlodendT･O T ”p . T L8 が産
生する抗其菌物質の構造 日本薬学会第119年会韓
涜要旨集2. p144(1999年3月)
病原性真菌 Epide rm ophyton 産生色素の
細胞毒性発現機序に関する研究
河 合 清
福 島 和 貴
官 治 誠
(中京女子大学健康科学部)
(千葉大学革菌セ ン タ ー )
(千葉大学其菌セ ン タ ー )
研究成果
病原真菌 鞄ide nnophyton flocco 8u mに より塵生 さ
れ るキ ノ ン 樺色乗 FIocc o血 の 生物活性 を検討した .
Flo cco sin は エ ポキ シ ド基を有する ことか ら, エ ポ キ シ
ド の 開裂に伴う酵素阻害が期待されたが, 予想に反して ,
か なり安定 であり, H＋ - 解離 に よる除共役作用な らび に
疎水性結合に よると思われ る反応の み を示した.
PenicillizLTn islandiczL m の培養を平行して 開始し, 捕
出画分か ら1uteo skylin以外の色素(赤色) が ミ ト コ ン
ドリ アおよびミク ロ ソ - ム 酸化遼元酵素と反応し, 活性
敢索を生成す る こ とを見出した.
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■
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抗 真菌作用を有す る 天然生理活性物質 の
検索と そ の 作用機構 の 解明
大 泉 康
中 細 則 道
古 川 賢 一-
松 永 公 浩
竹 尾 漢 治
山 口 正 視
赤 尾 三太郎
宇 野 潤
(釆北大学弗学部)
(剰ヒ大学弗学部)
(鹿北大学薬学部)
(覚北大学薬学部)
(千乗大学兵衛セ ン タ ー )
(千葉大学奥歯セ ン タ -)
(千葉大学其菌セ ン タ ー )
(千弟大学其菌セ ン タ ー )
研究成果
青草楓 甘松番および蒼北の メ タ / - ル 抽出 エ キ ス
を シリ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー , シ 1) カゲ ル分
取落層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー お よび E P LC を用い て 順次
分離精勤した. そ の枯鼠 ケ ツ サ ノ ー ル をはじめとする
セ ス キテ ル ペ ン を多数単離することに成功した. また,
これまで に既 に得て い るオ レ ア ノ ー ル 酸の微生物変換を
行うことに よ っ て22稽蝋の オ レ ア ノ ー ル 榊 体を得た.
そ こ で , こ れらの化色物と海洋渦稚毛轟から得られた マ
ク ロ ラ イ ド型化合物ゴ ェ オ ドミ ン A の合計46種の 化合
物の 抗義歯活性ス ク r) - 1= ン グを行っ た. そ の結兎 ゴ
ニ オ ドミ ン A が酵母の 分裂に 影響を与える こ とを見出
し, 現在こ の ゴ こ オ ド ミ ン A の 作用 に関する詳細な解
析を行 っ て い る. さらに , 我々 は ゴ ェ オ ド ミ ン A が骨
格筋およぴ心室筋の アクト ミオ シ ン A T Pa8eを顕著に活
性化するが, 心房筋の アク ト ミオ シ ン A T PaBe活性を活
性化せずに抑制すると いう, 非常に興味ある ことを見出
し, そ の 作用が ゴ ニ オ ド ミ ン A によるア ク チ ン の コ ン
プ オ メ - シ ョ ン 変化による ことを明らか に した. 現在,
ゴ ニ オ ド ミ ン A の抗真菌作用を解析すると ともに, さ
ら に他の 化合物に つ い て ス ク 1) - ニ ン グを進めるととも
に, 上記生物活性の作用メ カ ニ ズム と抗其菌作用との 関
連に つ い て牧村して いる.
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' 原核生物および真核生物の 細胞分裂に必要な因子 の 相互作用
藤 崎 真 吾
西 村 行 進
戎 野 棟 一
山 口 正 視
竹 尾 藻 治
苫 田 詐 -
(東邦大学理学部)
(東邦大学理学部)
(東邦大学環学部)
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
( 千葉大学真薗セ ン タ ー )
研究成果
酵母の遺伝子 R E R 2に相同性の ある大脇菌の 遺伝子
rtb(R E R 2 tlO m Olog11e) に つ い て解析し, ウ ン デ カ プ
レ ニ ル ニ リ ン酸合成静素遺伝子である ことを明らか に し
た
. 酵母の R E R B達伝子は, タ ン パ ク質 の局在化 に異
常が認め られ る突魚変異株におい てそ の 原因辻伝子とし
て 同定されたもの であり,■他グル ー プ に より デ ヒ ド ロ ド
リキ ル ニ リ ン 酸合成酵素遺伝子である ことが明らかに さ
れた . 大腸菌の rth変異株で は, ウ ン デ カ プ レ ニ ル ニ ))
ン蘭合成酵素活性が著しく低下しており, ウ ン デ カ プ レ
ニ ル ニ リ ン酸から導かれ る楯キ ャ リ ア リ ビ ド の含量の低
下が認められた . ま た, こ の株は, 高温感受性 であり非
許容温度におい て 溶菌した. rtll変異株と野生株を非許
容温度の42℃ にお い て培養し, 得られた細胞の超薄切片
を透過型電子顕微鏡で観察し形態を調べ た. そ の結果,
変異株は野生株と比較して , 細胞が膨らんで い るが細胞
壁の厚さに は変化がな い ことがわか っ た.
研究発表
1) 岡村佳奈, 山口正視, 竹尾漠治, 中島鎌 - , 加顔潤
一
, 中野明彦, 藤崎真吾, 西村行進 :大腸菌ウ ン デ
カ プ レ ニ ル ニ リ ン 酸合成酵素欠姐変異株の細胞壁合
成お よび細胞形態 . 第22回El本分子生物学会年会
(1999年12月).
研究課題 '98- 10
エ イ ズ患者か ら分醜され たクリ プト コ ッ ク ス ･
ネオ フ ォ ル マ ン ス の生物学的性状
青 木 茂 .袷
竹 尾 湊 治
山 自 正 視
(日本歯科大学新潟歯学部)
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
研究成果
一 般 に同 - の酵母種にお い て は, 細胞の大きさと核相
に はある程度の相関関係があり, 核相が大きい はど細胞
も大きくなるとされて い る. CT･y PtOCO CC uS ne Ofor m a ns
の 培養菌株に はhaploid株の他に diploid株 も知 られて
い るが , や はりdiploid珠の方が細胞は大き い . われわ
れ は, 核相が確認されて いる菌株であ っ て も, 継代を重
ねる間に著しく大きさ の異なる細胞が混在 して くる こ と
をしばしば経験して い る. こ れ らの事実は, 本酵母で は
培養中に核相 の異なる細胞が出現して い る可能性を示唆
して い る. こ の こ とを確かめ るため, 様相の確認さ れて
いる菌株か ら普通の大きさの 細胞と異常な大きさの細胞
を単細胞分離, 培養して 核相の変化が起こ るか どうかを
調 べ た. 単細胞の 分離には, ス カ ー マ ン式 ミ ク ロ マ ニ ピ ュ
レ ー タ を用 い, D N Aの定量は, propidiu m iodide 染色
した細胞を蛍光測光した .
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まず,_haploid株から大畠い細胞をスカ
ー マ ン 式ミク
ロ マ エ ビ A レ 一 夕 で 単離して 培茸し. 3-5 回継代すると
haploid細胞が出現してく る . 逆 に, haploid株か ら通
常の サイ ズをも っ た細胞 (haploid) を単離, 培養する
と. 3-5 回の 靴代後に はdiploid細胞が出て きた. ハ ト
の発から分離底彼の haploid株か らの diploid株の 出現
も確証された. したが っ て . 核相の転位は継代保存で誘
発された性質と は考えにくく, こ の酵母が有して いる固
有の性質と考え られる.
研究発表
1) 佃 邦嵐 大桶糞佐子, 骨木茂敵 Pie ntha w eech8i
E, 竹尾漠治 : 触 toe occus 7m/oT･m a nS培養菌殊
における核相の異なる細胞の 出現. 弟42回日本医其
歯学金線急 美園誌 39(増刊･1号):65, 1998.
2)Hata E, O hku 8tl M , Aoki S, Pierltha w ee chai Iく
a nd T8keoI(:CTW tO CO CCuB neOfoT･m a n S Str ains
BtOCked i皿 18bor ato rieB Often contain ed.both
haploidand diploidc eu乱 Pro c 6th lntlSyrup
Myc oI So c Japa n-
'98 3apan ･ U K Intl Mycolo
Symp p,85, Nov1998, C hiba, Japa n.
研究殊題
′
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病 原性放線菌 の 生産す る キ ト サ ナ - ゼ の
分類 と応用 に関す る研究
安 藤 昭 一
篠 山 浩 文
艮 臨 嘉 穂
三 上 嚢
赤 尾 三太郎
矢 沢 勝 清
(千葉大学大学院自然科学研究科)
(千葉大学大学院自然科学研究科)
(千葉大学園芸学部生物生産科学科)
(千葉大学其菌セ ン タ ー )
(千葉大学真蘭セ ン タ ー)
(千葉大学真菌セ ン タ ー)
研究成果
A mycolatopsts s uZphzLreaJ C M 8142株は堵養に よる
キトサ ナ ー ゼ 活性測定で はは っ きりと はそ の活性が見い
だされなか っ た の で, 速伝子工学的なア プ ロ ー チ を本研
究で は行 っ た,
ア ミ ノ酸配列の ホ モ ロ ジ ー か ら保存性が高い とされる
細菌キ ト サ ナ - ゼ の N末端配列を基に したプ ライ マ ー
を用 い て3142株ゲノ ム DN Aを鋳型 に P C R を行 っ た結
果, 予想される約600bp の断片が特異的に増幅され た.
そ の塩基配列を決定したと ころ, プ ラ イ マ ー 設計の基本
とな っ た, Am yco払topsls sp . CsO
-2 キ ト サ ナ ー ゼ 達
伝子の薮当部分との相同性は50.3%と低く, ア ミ ノ 酸配
列で は殆ど認められず, 増幅産物はキ ト サ ナ ー ゼ 遺伝子
とは関係ない物と結験せざるを得なか っ た.
上記に 用い た プ ライ マ ー で C$O12 株 DNA を鋳型に し
て キ ト サ ナ ー ゼ適伝子の N末端側釣600bp を増幅し蛍
光確識して プ ロ ∵ プと して , 3142株ゲノ ム を各種制限酵
素で切断し, 分離した バ ン ドとゲノ ミ ッ ク サ ザ ン ハ イ プ
リ ダイ ゼ - シ ョ ン を行 っ た. そ の結果, Ac clで 切断し
たもの に4.1kb, 1.55kb, Ba mHlで2.8kb, Sallで2.6kb
の /< ン ドが標識された.
3142株ゲノ ム D N A を S al 1で切断し, 2.6k b断片を切
出し精製した . こ れを pU C18に 組み込もう と したが ,
ベ クタ ー サ イ ズに比 べ て ゲノ ム が大きか っ た せ い か, 成
功しなか っ た. そ こ で TA クロ ー ニ ン グ用 ベ ク タ ー pCR
21ベ ク タ ー (3.9 kb) へ ライ ゲ - シ ョ ン し た. よ う やく
約2,5kb イン サ ー トを持 つ ク ロ ー ン を 一 つ だけ得 , こ れ
をサ ブク ロ ー ニ ン グして塩基配列を決定 しようとして い
る .
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研声課題
′
.
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肺ア ス ペ ル ギ ル ス 症 の 診断およ び治療に関する研究
久 米 光 (北里大学医学部)
福 島 和 食 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
善 治 誠 (千葉大学真蘭セ ン タ ー )
研究成果
1. 実験的 マ ウ ス 肺 ア ス ペ ル ギ ル ス 症の 感染実験 モ デ ル
に つ い て, サ イ タ ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドお よびプ レ ド ニ ン
･の前投与 (暴粛4 Er節, 暴露当日) 後の マ ウ ス 免疫能
の低減の程度を検索した結果, 投与後4 日目で は末梢
白血球数が極端に低減する こと , また投与8日目で は
サ イ タ ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド によるリ バ ウ ン ド に よ っ て末
梢白血球数が極端に増加することを改め て確認 した.
こ の成債は本実験における銀治療マ ウ ス が ア ス ペ ル ギ
ル ス の 分生子暴零後3 日目頃より死亡し始め, 感染後
の増悪する病勢に よ っ て 7 日 - 8 日で全例が死亡する
研究鞍馬
'
98- 1 3
と い う成緯
一
の裏付けをなすもの である.
2
. 本暴虜実験系で与ま採取された マ ウ ス 血滑申の ガ ラク
ト マ ン ナ ン 抗原を綴目的に定食した結果, 撫治療マ ウ
ス で は暴露終了24時間目ま で は抗原を検出しなか っ た
が, 病理粗紙学的に 明らかな病変形成の 初期俊をみ る
暴露終了後48時間目で すで に抗原価4倍を示した. こ
の成績 は ヒ ト の気管支肺ア症7例の全例で本診断キ ッ
トで 陽性であ っ たことと合わせ勘案して組織侵典型肺
ア症の 早期診断に バ ス ト レ ッ ク ス ア ス ペ ル ギル ス に よ
る抗原検索が, 極め て 有用である こ とを示唆するもの
で ある.
チ ャ ネ ル と トラ ン ス ポ ー タ ー の 分子生物学
稲 垣 暢 也 (秋田大学医学部)
五 ノ井 透 (千葉大学其菌セ ン タ ー )
研究成果
我々 が前年度まで に明らか にしたA T P感受性E＋ チ ャ
ネ ル を構成する適伝子をもとに, 同 チ ャ ネ ル をC O S細
胞など に強制発現させ, G軍白
■
な ど の細胞内シ グナ ル伝
達に関与する分子が, 同チ ャ ネ ル の機能をど の ように修
飾するか を調 べ た. G蛋白 Gα -i l分子 は, 藤城お よ び
心臓がた の A T P感受性E＋ チ ャ ネ ル の活性を上昇させ
た. 一 方 Gβγ は, どちらの型の チ ャ ネ ル の活性を も上
昇させなか っ た.
ま た, 肝臓や心臓の A T P感受性 K' チ ャ ネ ル を構成
する分子に よく似た分子が, 細胞内の エ ネ ル ギ ー 産生器
官である ミ ト コ ン ドリ ア に ある可能性を, 免疫組織化学
的手法, 池ぴ に分子生物学的手法を用い て示した.
シ ンポジウ ム発表
1) Nagashin 8. K, Go n oi T, Sa nchez a A, Inagaki
N, 皮 Seitl O S: Dis ruptio n of P E AphoBphory-
1at,ioTI Bites of S U R l does n ot abolish the a.c-
tivity of the K A T Pcha n n eL Th8盟nd Confe re n c e
o n A B Cpr otein 8 and io n chan Jle s-fr o m G8ne
to Disea s e-1998
,
M arch 21122(Eyoto). (1998).
輪 文
1)San chez a A, Go n oi T, Inagaki N, Kataba T,
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& Sein o S: M odulatio n of r色CO nStituted A T P_
B e r18itive K＋ cha n n els by G y p-biTlding proteinさ
in 8 m a m malia n cell line. a P hy由o1 (Lo ad)
507:315･324
,
1998.
2)SuztlkiM , Kotake K, Ftl]
'
ikur aK, In agaki N,
Suzllki T, SeiELO 良, Takata E :Eire.1
.
; a po8 Si･
ble stlbu nit. of A T P･B e n 畠itive E＋ channel8 irl
mitochondria. Biocherni. Biophys ResCorn m u n
241:693-697, 1998.
研究陳頻
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Schiz ophyllu m c o m mu n eによる真正担子菌症 の 研究
海 野 広 道
本 田 明
亀 井 克 彦
横 山 耕 治
西 村 和 子
(八日市場市民総合病院内科)
(千葉大学肺癌研究施設内科)
(千兼大学兵衛セ ン タ ー )
(千兼大学奥歯セ ン タ ー )
(千葉大学真蘭セ ン タ ー )
研究成果
Sehizophyllu m eo m m u n eに よ る ヒ ト真正担子菌症は,
副舟腔や爪などの局所病変を形戒するのみならず, 近屯
肺感染症沓立とした全身感染の症例報告が見られるよう
にな っ て きた. しか し. 同菌は. 組織内で はAspeT･gillLLS
8pp. と非常に よく似て い る, また, m o nokaryon で は,
m atingを行う以外に適当な同定方法が ない , 等の 菌の
同定に際し様々 な問題を持 っ て い る. 原因不明の真菌症
や, ア ス ペ ル ギ ル ス症と いわれて い る症例に同薗種に よ
る感染症が紛れ込ん で しま っ て い る可能性 は否定できな
い .
当 セ ン タ - の焼山らは, 真薗の ミ ト コ ン ft l)ア DNA
の 種特異性に着日し, cytochrom eb をコ ー ドする DN A
配列を用いて, 各種兵菌の 系統発生の研究や菌の同定に
応用を試み て い る. 私達 は こ の 方法をSchizophylluTn
c om Tn un eの 同定に用い られないかを検討して みた . 横
山ら の用 いたプ ライ マ ー で 増幅したS. c o TTm u n eの ミ ト
コ ン ドリ ア cytochr o m et･部分の D N A配列は, 担子菌
類で過去ヒ ト に 対する感染を起 こ した こと で 知られ る
CroprlTLu S属に比較的近い配列を示 した. こ れらは, 千
のう菌頼と は明らかに異なるク ラ ス タ ー を形成し, 現在
判明して いる どの真菌属とも違う系統を示した. こ れは
S. c o mTnune と CTopTin us が D N A配列か ら見て 真正担
子菌類と して 他の菌類か ら区別できる ことを示唆して お
り.,
ヒ ト病原性真菌に限れば同方法を同定に 用い る こと
の可能性を示したものと考えられる . 現在, 他 の主要な
病原性真薗との特異性に つ い て 検討中で ある.
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研罪深題
′
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糸状菌の 形態形成過程 の 遺伝生化学的解析
北, 本 勝ひ こ
中 島 春 柴
山 口 正 視
竹 尾 漠 治
(東京大学農学生命科学研究科)
(東京大学農学生命科学研究科)
(千葉大学其菌セ ン タ ー )
(千葉大学美園セ ン タ ー )
研究成果
糸状菌に おい て は分裂増殖に際して , 菌糸 の生長に同
調して新しく できた娘核を菌糸先端まで輸送することが,
正常な形態形成 に必須であ る. こ の核の細胞内輸送に は
微小管依存性の モ ー タ ー 蛋白質である細胞質ダイ エ ン と
ダイ ナ クチ ン複合体が関与して い る. 糸状菌の 申で El本
で は醸造食品等 に広く用い られて い る麹菌AspergillzLS
oTyZa eの形態形成に つ い て解析するため, A. oT･yZ a eか
らダイナクチ ン複合体の主要成分で あるア クチ ン様王自
質Arplを コ -
‾
ドする遺伝子をク ロ ー ン 化し 叩 A と命
名した. a TPA 遺伝子の 高発現株を作製したと こ ろ, 守
性珠で は丸い 分生子柄がゆがん でおり, 分生子出芽か ら
は核の分配が遅れる ことが観察された . a rp4達伝子 の
被壌株を作製したとこ ろ, 生育が阻事され分生子柄 に着
生する分生子の 数が大幅に減少する こと, および分生子
出芽からの 核の 分配が著しく遅くなることが観察された.
麹菌の核分配に Arpl蛋白質が重要な役割を果たして い
る ことを視覚的に明らかに する こと に成功 した .
研究発表
1)甘irozlmi K, Nakajim a H, M achida M, Ya m a-
guchi M, Takc o a, Kit8皿 OtO a :Clo ning a nd
char acteriz ation of a ge ne(arpA)fr o m Aspe ト
gillzLS OT3･Za e e n c oding a n actin
-r elated protein
r eq11ir ed for no r m al ntlCe ar distributio n a nd
m o rphology of c onidiophore8. MoI Gen Ge net
262:758-767, 1999.
研究練題
'
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病原性黒色真菌の リ ボゾ - マ ル DNA 塩基配列
に基づく系統学的研究
前 林 行 雄 (東京情報大学)
福 島 和 貴 (千葉大学真菌セ ン タ ー)
宮 治 誠 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
西■村 和 子 (千葉大学其菌セ ン タ ー )
滝 浄 書代子 (千葉大学葉蘭セ ン タ ー )
研究成果
FoTIS e C a e aPedT
･
OSOi, Cladophialopho ra c a r rio nll,
Phialophora u e m L CO8a は黒色真菌症の 3大原餌育 と し
て世界中で知 られて い る, Fo n s e c a e a属 に は2菌種 が存
在するだ lナで ある が, PhぬlophoT･a 属, Cladophialo -
phor a属な らびに本属と非常に 関連性の 深い Cladospo-
T
.iu m属に は多数の菌類が分現され て い る. そ の 多く は
腐生菌で 土壌 などから分離される. 黒色真菌類はその大
部分で有性型が発見されて お らず, 不完全菌門に分類さ
れ, 同定 も容易で なく, 系統関係も明確で ない . そ こ で ,
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18SrD NA の塩基配列に基づく果色菌頬の分子系統静折
を行 っ た. ま た同時に, 化学分析精機として 有用fj:ユ ビ
キ ノ ン シ ス テ ム に つ い ても解析を行 っ た. 系統樹 は18
SrD N Aの全塩避配列を用い, 近隣結合法により作成した
Phialophor a属 の基準確で本属菌の なか で 唯 一 ヒ ト病
原菌で ある P. u e rT W O S aが他の歯槽と異なる cluBterを
形成した . ユ ビ キ ノ ン シ ス テ ム で もP. I) eT･ ru COS aの み
が m ajor ubiquinoneとし て tlbiquin on白･10(Q･10) 杏
持 つ の に 対しT 他 の 蘭 熟まdihydr o ubiquino ne-10(Q1
10(H2)) を持 っ て おり, 両結果が良く 一 致した .
CladophLalopho r a偶に は ヒ トに病原性を示す蘭種が分
数されており. CEadospoT･払Tn 属から移属されたもの も
含まれる . Cladophialopho ra属と Cladospo rlu7n属 の
系統関係に おい て は, 両属菌がそれぞれ2 つ の大きな
cltlSterに分かれる系統関係が明か と1j:っ た. 両属 の エ
ビ ヰ ノ ン シ ス テ ム の 解析結果も, CladophLalophora 属
蘭がrnajo r ubiquin o neとして Q･10が同定されたの に
対 し, Clado sporiu m属蘭で はQ-10(H2) が同定され,
系統樹との 一 致をみた.
上記 の 3屑に Fons e c a e a属菌 (m ajor ubiquin o neは
Q-10) を加え, 系統樹を作成 したとこ ろ, ヒ ト に病原
性を示す Fon sec aca属- , P. L'eTn C O S a, . TnあozL r ae
な らびに Cladoph 払lophora 属菌が1 つ の clu8ter を形
成し, 他a)腐生菌と結果な る系統関係を持つ ことを示し,
極め て興味深 い結果とな っ た.
研究発表
1) 滝滞香代子, 仁戸田患和, 前林行娘, 西村和子, 宮
治誠, 福島和食 : 黒色真菌PhialophoT.a 属簡の エ
ビキ ノ ン シ ス テ ム
, 18SrDN Aお よびP, W ert.uCOS a
の RAP D解帆 EI本蘭学金策42回大会, 韓洩要旨
集 p49, 1998.
研究熱題 '98- 17
Cu n ningha m ella bertholletia
■
e に よる肺ム ー コ ル症基礎的研究
佐 藤 圭 一
江 渡 秀 絶
本 田 明
菜 山 南 之
海 野 広 遭
亀 井 克 彦
横 山 耕 治
西 村 和 子
(国立千葉病院内科)
(国立千葉病院内科)
(千葉大学医学部肺癌研究施設内科)
(千葉大学医学部肺癌研究施設内科)
(八日市場市民総合病院内科)
(千葉大学其薗セ ン タ ー)
(千葉大学真薗セ ン タ -)
( 千葉大学真菌セ ン タ ー)
研究成果
我々 は, 近年報告の 増加 して い る CuT mingha m ella
bertholletlae に よる肺 ム ー コ ル 症 モ デ ル (マ ウ ス 気道
感染モ デ ル) を作成し, そ の 解析により木蘭感染症の 研
究を行 っ て い る. 今回は実際の ヒ ト感染例に近い と思わ
れる1週間で はぽ死亡する軽気道感染モ デ ル を用い て ,
生存曲線, 病理組織学的検討等を行な っ た. ま た同 モ デ
ル を用い , 現在, ム ー コ ル 感染症に最も有効とされる抗
真南剤 (a mphotericin B) に よる治療実験を行な っ た.
そ の結果, 軽度 の生存期間の 延長傾向は認め られたもの
の, 有意な治療効果は得られず, 最終的に は全て死亡し
た. 現在 一 般 に行なわれ て い る治療法に は問題が多い こ
とが示された. ま た desferrio x amine を投与し影響を検
討 したところ, 投与群で は死亡率が有意に増加し, 本菌
感染症 における鉄代謝の影響が確認された.
研究発表
1) Eonda A, K am ei I【, Un no H, Hiroshim a K,
K11riya m 8 T a nd Miyaji M:A m urin e m odel
of zy gc' myco sis by CtcTL nhgha m ella beT
･tholletia e.
Mycopathologia 144:14 ト146, 1999.
2) Ra m ei K, Ⅱo nda A, UnzlO H, Nisimll ra K and
M iyaji M: The pathoge nicity of Cu n Tungha mella
beT.tholletla e. T he Foll rth Chin a-Japan lnter-
n atio n al Co ngre ss Of Mycolog y. July 1998.
China.
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研究諌題
'98 - 18
環 境中 の 真菌 フ ロ ー ラ の 検 討
長谷川 修 司 (千葉市環境保健研究所)
･木 原 顕 子 (千葉市環境保健研究所)
官 給 誠 (千葉大学真蘭セ ン タ ー )
西 村 和 子 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
田 中 玲 子 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
研究成果
1
. 研究所の 日常業務の中で , 食品や生活水 (飲料水を
含む) へ の混入異物がカ ビ であるかどうか の俵顧 は増
え つ つ あ っ た. しかしそれらに対応する ベ く其菌の同
定 マ ニ ュ ア ル もなく, 手探りの状態で検査を行わざる
を得ない状況にあ っ た. そ こ で, 主 に生括環境中で検
出される真菌を T)ス ト ア ッ プし, 真薗医学研究セ ン タ ー
の模準菌株を利用 し, 形態観察を行うと共に, 同意の
手法も習得 した.
2
.
こ れら の成果をもとに, 生活環境中の真菌に つ い て
研究現題
■
98- 19
の基礎 マ ニ ュ ア ル を作成 した.
3. 平成10年度におい て は, 行政依頼検査が20数件あ っ
たが, これらに対 して , ス ム ー ズ に検査を行う ことが
でき, 行政目的にあ っ た回答をする ことが で きた.
研究発表
1) ｢平成10年度研究所内医科学課カ ン フ ァ レ ン ス+ に
お い て, 生活環境中の真菌に つ い て の概要を発表した.
2) 平成11年6月に小冊子 生活環境中の美園に つ い て
の基礎 マ ニ ュ ア ル を作成した . (別冊)
脱 窒真菌 ミ ト コ ン ドリ ア の 形 態 と機能
祥 婁 弘 文
高 谷 直 樹
竹 尾 湊 治
山 口 正 視
% EE( # -
(策波大学応用生物化学系)
(筑波大学応用生物化学系)
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
(千葉大学真薗セ ン タ ー )
研究成果
現存する ほとんどの真核生物は エ ネ ル ギ ー 獲得 の 手段
と して 酸素呼吸を行 っ て おり, 嫌気的呼吸 (脱室) を行
うもの は こ れまでlまとん ど知られて い なか っ た . と こ ろ
が, 近年, 糸状菌や酵母などの真菌が嫌気 (硝酸) 呼吸
を行うこ とが発見され, 解析が進められて いる . こ れ に
よ れ ぱ, 糸状菌の 硝酸呼吸系は細菌と同様, 呼吸鎖電子
伝達系に共役した硝酸 ･ 亜硝酸の還元系をもち, エ ネ ル
ギ ー を生産 して い ると考えられて い る. 通常, 糸状菌や
酵母 は嫌気状態に さらされると, ミ ト コ ン ドリ ア が萎縮
な い しは消滅し呼吸活性が低下する. しか し, た とえ嫌
気状態で あ っ て も硝酸呼吸を行 っ て い る場合は, ミ ト コ
ン ドリ ア の 機能桔失われて い な いと予想される . こ の よ
うな脱窒真薗 ミ 卜 コ ン ド r) ア の 形態と機能に つ い て は こ
れま で報告が なく, 本研究で は これを解析する .
糸状菌 Fusa riu m o xyspoT
.
u m を硝酸呼吸条件 ある い
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､遥
は酸素呼吸灸件で培養し, そ れぞれの ミ ト コ ン ドリ アを
調敬し, 各種の 呼吸系酵糸の 活性を測定した. そ の結免
梢駿呼吸条件の ミ ト コ ン ド リ ア で は, 硝酸塩適元酵素,
亜硝酸塩週元酵#, -一 般化塗薬遵元酵素とい っ た, 硝酸
呼吸酪異的な酵紫活粍が検E上は れた . こ れに対して, 敬
発呼吸に称と3･する シ ト ク ロ ム オ キ シダ ー ゼ は いずれの ミ
ト コ ン ドリ ア に も検lヰは れ た . こ れ ら の結果から , F.
o xyspoT
･u 7nは我 々 の 用 いた硝敵呼吸条件に おい て , 捕
酸呼吸と酸発呼吸を同時に行う, い わゆる｢複合呼吸系+
を持つ と考えられた. 通常の細菌が酸素呼吸と硝酸呼吸
を切り換えるの に対して , 糸状菌は両者を協調して 行う
点が特徴的である. 梢歓呼吸条件あるい は酸素呼吸条件
で培養した F. o xyspo ruTnの菌糸を透過製革予顧微鍵を
用い て 観察した. い ずれの条件にお い て も, ミ ト コ ン ド
I) ア が検出され, そ の形態, 敬. 膜の微細構造に 明瞭な
違い は見られなか っ た. 硝酸呼吸条件の ミ ト コ ン ドリ ア
は観衆呼吸条件の それより, 電子密度が高か っ た が, こ
れは ミ ト コ ン ド リ ア内に上記の 硝酸呼吸系酵素を南中合
成したためかもしれない . 以上 の 結果は F, o xysporum
が横合呼吸を行 っ て い る ことを裏付けるもの である, 令
後は, F. o xyspo ru mだけで なく, 我々 が既 に発見して
いる他の 硝酸呼吸性の其菌に つ い ても ミ ト コ ン ド リ ア の
呼吸清性と形態を観察し, 比較する予定で ある.
研究殊環
'
98- 20
担 子菌系酵母 の 分生子形成様式 の由微形態
中 瀬 崇
杉 田 陳
竹 尾 漠 治
吉 田 紳 …
(理化学研究所培養生物部)
(明治薬科大学微生物)
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
(千葉大学真南セ ン タ ー )
有柄分生子形成酵母(有柄酵母) は出芽酵母様生長を
するが, 娘細胞と母細胞の 間に柄がある. こ れ ま で有柄
静母の 形態形成や超徴形態はほとんど研究されて い な い
の で , 光学顧微鏡, 特 に タイ ム ラ ブ ス法, と フ リ ー ズ ･
レ プリ カ電子顧微鏡法で 調 べ た.
まず, JC M保存の 菌株17株を様々 な寒天培地で17℃
と25℃で 培養し, 細胞の 特徴を調 べ た . FelloTnyCe8
/u zho uensis J C M7367, Stel･igTnatO myCeShalophuu s
J C M6905, S. eluialの 3株 で は , はとん ど の細胞 が多
くの 培地で 長い柄を有して い た. 他の菌株で は試みた ど
の 培養条件で も, 大部分は通常の 酵母に似て いた. Y P G
培地で 振放培養すると, F.fuzho uen sls で ほ主と し て 有
柄酔母, 他の菌株で はほとん どが通常の酵母に似て い た.
ま た S. halophilus, S. elu払iで は生育が悪か っ た.
P D Y寒天培地上で細胞の生長をタイ ム ラ プ ス 法で 調
べ ると, 一 般 に有柄酵母は出芽を初めてか ら娘細胞の 生
成完了ま で の b1dded periodが 長か っ た . 特に 長 い 柄
の 生成に は通常の酵母の n eck生成に 比 べ て 顕著に時間
がかか っ た.
有柄酵母の細胞膜をフリ ー ズ ･ プ ラク チ ャ ー 放で観察
したと こ ろ, S. halophilus で は , 有柄部分 は ハ ッ キ リ
と特殊化して い た. すなわち他の部分の細胞膜と比 べ て
蛋白粒子密度が小さく, また こ の 部分に はinvagin atio n
が存在しなか っ た. こ の様な性質は, 有柄分生子を作る
す べ て の 酵母種に温められるわ け で はLj:い ことも分か っ
た の で , 今後詳細な比較検討を行う予定である .
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研究練馬 ′98⊥21
ア ミ ス ギ タ ケ の 子実体形成機構 の 解明
森 永 力
竹 尾 湊 治
山 口 正 視
(広島県立大学生物資蘭学部)
(千葉大学真菌セ ンタ ー )
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
研究成果
ア ミ ス ギタケ は サ ルノ コ シ カ ケ に属するきの こ で ある
那, 人工培地 で容易に培養で き, 接種から子実体形成ま
で 2週間しかかか らな いため, これまで子実体形成 に お
ける光の 影響や栄養条件などが鋼 ベ られてきた. 我 々 は,
以前より フ ェ ノ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ (P O) と子葉体形成
との 閲係に 興味をもち研究を行 っ て きた. そ して , P O
欠地変異株を作製して子実体形成能力を珊 ベ たところ,
子実体形成しな い ことを見出した. 子実体形成しLj: い株
は原基の 状態で とどま っ て い る こ とが分か っ た の で, そ
の 原義を切り取り, 切片を作製し, D A PIを用い て 蛍光
染色を行っ た . そ の結果, 庶基内の細胞で は2核状態で
ある ことが分か っ た. こ の こ と は. P Oが欠楓す ると2
核状態か ら減数分裂過程 に入れない ことが示唆された.
研究課題 ′98 - 22
接合菌類ヒ ゲカ ビ胞子嚢柄 の 重力刺激感受に
関係する オル ガネラの 微細構造
大 瀧 保 (東北大学遺伝生態研究セ ン タ ー)
クリ ス チ - ネ . シ メ ッ ク (常北大学達伝生態研究セ ン タ ー )
宮 寄 厚 (東北大学遺伝生態研究セ ン タ ー)
山 口 正 視 (千葉大学真菌セ ン タ ー )
竹 尾 .湊 治 (千葉大学真菌セ ン タ
ー )
吉 田 秤 - (千葉大学其菌セ ン タ ー )
研究成果
接合菌額ヒゲカ ビ の確子嚢柄は重力に反応 し負の重
力屈性を示すことが知られて い るが, そ の重力刺激受容
の メ カ ニ ズ ム に つ い て はさまとん ど解 っ て い な い . ヒ ゲカ
ビ胞子葉柄に は平衡石と して働く可能性の ある2 つ の 細
胞内構造が存在して い る. 液胞中にある正八面体の蛋白
質性結晶体と先端近くに集合 して い る小胞群 (globuli)
である.
本研究で は, これらの細胞内構造体の細胞内で の分布
早, 細胞内膜系や細胞骨格系との 関連を透過型電子顕微
鏡で調査する ことを目的と した . 重力に応答 して 移動す
る平衡石の分布を知る必要性から , 急速凍結置換固定法
の適用を試み た. ス テ ー ジ 1 の胞子葉柄に対し,1) 前固
定した胞子嚢柄全体, 2) フ レ ッ シ ュ な胞子嚢柄全体, 3)
先端を切り出した胞子葉柄, の サ ン プ ル に つ い て電願用
包裡試料を作製 した. そ の結果, どの試料とも コ ン ト ラ
ス トが低く, オ ス ミ ウ ム の浸透が悪か っ た こ とが示され
た. ま た, 細胞質 に多数の a rtific al な割れ目が観察さ
れた. こ れら は, 大型 の巨式料で の急速凍結置換固定法の
限界を示唆して い る. そ こ で, 細胞内構造体の うち約1
FL m と小さ い glo】っuli の構造を知る ため に, 単離し た
globuliで急速凍結置換固定法を試み たが, 良 い結果 は
得られなか っ た. こ れ は, 単離した構造体 はイ ン タク ト
な細胞に比 べ て処理 に対して かなり デ リケ ー ト で ある こ
とを示唆して い る. 以上か ら, ヒ ゲカ ビ胞子嚢柄等 へ の
急速凍結置換固定法の 適応は困難である ことが理解され
た
. 今後は, より深 い凍結が可能とされる加圧凍結法の
適用を試みた い .
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研究棟題
′
98 - 23
カ ン ジダの 病原性及び二形性に関する分子生物学的研究
鈴 木 孝 仁
岩 [] 伸 --
西 村 和 子
繊 山 新 治
(奈良女子大学理学部生物科学科)
(奈良女子大学理学部生物科学科)
(千乗大学真菌セ ン タ ー)
(千莫大学兵菌セ ン タ ー )
研究成果
二形性酵母CTa ndlda tr opic alls PIく233株札 グル コ ー
ス を炭素願とする紋体合成培地で は出芽増殖する. エ タ
ノ ー ル を添加した培掛こおい て は, 偽園糸形成を示す.
エ タ ノ ー ル 添加堵兼にお ける菌糸形成過程は, 酵母細胞
が膨脹して大型球形の細胞に変形して細胞犠牲が失われ
娘細胞の 分離が起こ らなくなる第1期と, そ の後偽菌糸
が伸長し始める第11期に分けられる.
エ タ / - ル 添加培蕃と撫添加増車との間で の遺伝子発
現の 差異に 基づくサ ブト ラ ク シ ョ ン法に よ っ て , こ の 菌
糸形成に特異的な過伝子群を単離する試みを行っ た結果,
分裂酵母T mtl' の ホモ ロ グが分離された. 塩基配列を
決定したとこ ろ, TU ntl' ホ モ ロ グの 全長は1,026bp で
ア ミ ノ赦残基数は341で あ -' た. ホ モ ロ ジ ー 検索を行 っ
たと ころ, 分裂酵母 n Tntl' と は ア ミ ノ 酸残基の 配列 で
58%, パ ン 酵母の T H15(機能は未解明) とは73%であ っ
た. 分裂酵母で は, 適伝子 Tm 11＋ の産物はチ ア ミ ン の
生合成と細胞外からの チ ア ミ ン の透過な どの チ ア ミ ン代
謝を正に 制御して い る こと. チ ア ミ ン が添加されると直
ちに T m t1 の転写が制御される こ とが知られ て いる .
エ タ ノ ー ル 培養 に チ ア ミ ン を添加すると こ の ホ モ ロ グの
転写は直ち に 制御された . そ こ で , こ の ホ モ ロ グ を
Ctnlntl十 と命名した. ノ ー ザ ン ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ
ン に より菌糸形成過程の CtnTnt]十 の 転写量を調 べ た結
果, 第 一 相後期と第に相後期の 2 つ の点で乾くな る こと
が判明した. そ こ で エ タ ノ ー ル培養の 様々 な時点で チ ア
ミ ンを添加し, CtnTntl＋ の 発現を抑制し菌糸形成 へ の
影響を調 べ た. そ の結果, 第 一 相後期に チ ア ミ ン を添加
すると菌糸細胞の伸長の抑制と枝分かれ の促進が見られ
た, さ らに, こ の チ ア ミ ン添加時期とが 一 過性に発現し
た時期が - 致して い た. 以上 の結果から, 本研究で同定
された Ctn TLtl' は, チ ア ミ ン の代謝御節と ともに菌糸
の 成長に も関わ っ て い る可能性が示唆された.
CtnTntl' の プ ロ モ ー タ ー 部分の塩基配列を解析した
ところ, 生物発生過程の御節におい て普遍的にみ られる
転写調節因子T E A/ATTSが結合する配列が存在する こ
とか ら, CtT mtI＋ の 発現が発生に関わる信号伝達遭伝
子群の下流で はた らく可能性が示唆された. また, チ ア
ミ ン ある い はそれが細胞内で リ ン酸化されるチ アミ ン リ
ン酸が, エ タノ ー ル添加 に よる菌糸形成におい て何らか
の制御調節物質と して機能して い る可能性も示唆きれた.
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･ 絶食およ び食餌制限時にお ける真菌感染に対する
感受性およびサ イ トカ イ ン産生能 の 変動
ニ 川 健
栗 田 啓 事
大荒田 素 子
(徳島大学医学部栄養生理)
(千葉大学其菌セ ン タ ー )
(千葉大学真菌セ ン タ ー )
研究成果
栄養状態が感染症に およぽす影響に関する研究の 一 環
として , 絶食およぴ復食の感染防御髄に対する影響を検
討した.
そ の結果, 感染初期の絶食が感染抵抗性に影響をおよ
ぽす こと, rF N- γ 産生が 絶食に よる感鞄抵抗力の 変動
に関連して い る こと
■
が明らかに な っ た.
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